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序 論
フ グ の 毒 テ ト ロ ド ト キ シ ン(TTX,Fig.1,1)は 、 フ グ を
賞 味 す る わ が 国 に お い て 最 も 有 名 な 天 然 毒 の ひ と つ で あ
る 。 構 造 決 定 と 全 合 成 が 遂 行 さ れ て 以 降 の 研 究 は 起 源 や
生 合 成 、 及 び 生 理 活 性 に 重 点 が 置 か れ た 。TTXは フ グ 以 外
に も 、 多 種 多 様 な 生 物 か ら 発 見 さ れ 、 そ の 起 源 が 注 目 さ
れ た 。 当 研 究 室 で は 高 感 度 、 特 異 的 にTTX関 連 化 合 物 を 分
析 す るHPLC一 蛍 光 分 析 装 置 を 開 発 し 、 こ れ を 用 い て 食 物 連
鎖 の 下 位 を た ど り 、 藻 食 魚 、 カ ニ 、 海 藻 な ど か らTTXを 新
た に 発 見 し 、 さ ら に 、 カ ニ や 海 藻 に 付 着 す るTTX生 産 菌 を
見 い 出 し た 。 こ の 事 実 は 、 フ グ のTTXも 細 菌 起 源 で あ る 可
能 性 を 示 唆 し た 。TTXの 生 合 、成 や 代 謝 に っ い て は 今 だ に 未
知 で あ る 。 一 方 、TTXが 細 胞 内 へ のNaイ オ ン の 流 入 を 特 異
的 に 阻 害 す る こ と が 明 ら か に さ れ 、 現 在 、 薬 理 試 薬 と し
て 汎 用 さ れ て い る 。 し か し 、TTXは 複 雑 な 化 学 構 造 を 持 っ
の で 特 定 基 を 化 学 修 飾 し て 同 族 体 を 合 成 す る こ と は 著 し
く 困 難 で あ り 、 構 造 活 性 相 関 研 究 に 有 用 で あ る 新 奇 構 造
を も っ 天 然 同 族 体 の 発 見 が 切 望 さ れ て い る 。 特 に 、 カ ェ
ル 毒chiriquitoxin(CHTX)はNa,K両 チ ャ ン ネ ル に 作 用 す
る こ と が 報 告 さ れ 、 構 造 決 定 が 期 待 さ れ た 。 本 研 究 で は 、
フ グ に お け るTTX生 産 菌 の ス ク ソ ー ニ ン グ 、 イ モ リ か ら.単
離 し た 新 同 族 体 の 構 造 決 定 、 新 同 族 体 の 分 析 法 の 確 立 、
分 布 調 査 、CHTXの 構 造 の 推 定 を 行 い 、TTXの 生 合 成 や 代 謝
経 路 に つ い て 、 ま た 、6位 の 置 換 基 の 活 性 に 及 ぼ す 影 響

























































































































審 査 結 果 の 要 旨
キチ ンはN一 アセチル ブル コサ ミンを単位 とす る多糖類 の一種で エビ ・カニ等の甲殻類 の殻 を
構成す る大 きな未利用資源の一 つである。南條文雄氏の論文はその高度利用 を 目的 とし,キ チ ン
を加水分解す るキチナーゼを微 生物(Nocardiacrientalis)から精製 し,同酵 素を用いて6及 び7
糖か らな るキチ ンオ リゴ糖 の製造 に成功 し,そ の酵素反応を明 らかに した。同反 応はキチナーゼ
に よる糖の転移反 応で,4糖 からなるキチンオ リゴ糖を基質 として加え ることに よ り第一段階 と
して2糖 に分解 し,更 に過 剰の4糖 に転位す る事に よって6糖 か らな るキチ ンオ リゴ糖 を合成す
るもので,キ チナーゼの転移反応 は,は じめ て明 らかに された ものであ る。同様 に して同氏ぽ5
糖 よ り7糖 のキチ ンオ リゴ糖 の合成 にも成功 した。 これ らはいずれ も高い収 率で得 られ,生 成 し
た オ リゴ糖が不溶な事を利 用 して分離が容易で工業的な大:量製造法 も可能 なす ぐれた方法 である。
又同酵素を用い5糖 オ リゴ糖か らそ のP一 こ トロフェニル誘 導体 を合 成 し,こ れ を用 い た リゾ
チーム及びキチナーゼの酵素活性法 の開発を行 った。同法は従 来の測定 法に比 して夫 々10～20倍
の感度を持ち,血 中及び尿 中の量 を測定す ることに応用可能 で臨 床分 析 法 と して重要 な意 味 を
持 ってい る。 これ らの研究 はキチ ンの利用法に新 しい側面を切 り拓 くと共 に酵素 化学的 に も新知
見を含み,農 学博 ±の学位 に充 分値す るもので ある。
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第 一 章 フ グ か ら 分 離 し た 細 菌 のTTX生 産 能
1)Tab1・1に 示 し た よ う に ・4種 の フ グ か ら細 醗 分 離
し ・TTX分 析 装 置 を 用 い てTTX生 産 能 の ス ク リ ー ニ ン グ を
行 っ た 結 果 、 ト ラ フ グ の 腸 内 細 菌 ユ 株 、 コ モ ン フ グ の 皮
膚 付 着 細 菌2株 がTTXま た は そ の 同 族 体 を 生 産 す る 可 能 性
が 示 さ れ た 。
2)ト ラ フ グ の 腸 内 細 菌 を 大 量 培 養 し 、4,9-anhydroTTX
画 分 を 精 製 し 、TTX分 析 装 置 とTLCで 標 品4,9-anhydroTTX
と 比 較 す る と 溶 出 位 置 とRf値 が 一 致 し(Fig.2)、 本 菌 は
4,9-anhydroTTXを 生 産 す る こ と が 強 く 示 唆 さ れ た 。 し か
し 、 斜 面 培 養 保 存 中 に 死 滅 し 、 試 料 を 追 加 し て さ ら に 確
認 す る こ と は で き な'か っ た 。 コ モ ン フ グ 皮 膚 細 菌2株 が
生 産 す るTTX画 分 は 、 当 研 究 室 の 山 崎 、 目 黒 両 氏 の 協 力 に
よ り 精 製 し 、 ア ル カ リ 分 解 後 に 誘 導 化 し 、E工 一HS,GC覗S
に よ りTTX関 連 化 台 物 で あ る こ と を 証 明 し た 。
3)コ モ ン フ グ のTTX生 産 菌2株 を 海 洋 細 菌 の 同 定 法 に 従
っ て 、 そ れ ぞ れPseudomonassp.とVibriosp.と 同 定 し
た 。 そ の 後 、 東 京 大 学 清 水 潮 教 授 に よ りPsudo皿onassp.
は 新 種 のAltero匝onastetrodonisと 命 名 さ れ 、VibriQ
sp.はListonellapelagia(Vibriopelagius)biovarllと
同 定 さ れ た 。
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第 二 童 圏 イ モ1リ の 新TTX同 族 体
1)沖 縄 産 シ リ ケ ン イ モ リqynopsensicaud邑3.5kgか ら
毒 成 分 を 抽 出 後 、 精 製 し(Fig.3)、 既 知 のTTX(p120
皿g,4一 旦JLITTX(2)15田g,4,9-anhydroTTX(隻)20皿gの
他 に 未 知 、成 分A(6一 些 ユTTX)(g18田g,B(11-de。xyTTX)
(5)30阻g,C(4,9-anhydro-6一 鐵L主TTX)(◎)3皿g,D
(11-deoxy-4一 旦」匹TTX)(又)2匝g,E(4,9-anレydro-11-
deoxyTTX)(8)1mgを 各 々 単 離 し た(Fig.1)。 物 理 化 学 的
性 状 と 毒 性 をTable2に 示 す 。 ま ず 、TτXの13C及 び1H
NhRス ペ ク ト ル の シ グ ナ ル を 帰 属 し(Table3)、 そ の 比 較
に よ り 新 同 族 体 の 構 造 を 推 定 し た 。 成 分Aの 分 子 式 は
TTXと 一 致 し て い て 、 闘Rス ペ ク ト ル も 非 常 にTTXと 類 似 し
て い た が 、TTXの シ グ ナ ル'と 比 較 す る と 、H-4a,H-8,
C廷2-11が0.24,0.13,0.28(0.30)p陣 高 磁 場 に シ フ ト し て
い て(hemilactal型)、TTXの11-CH20Hがaxial置 換 し た た
め の 立 体 圧 縮 効 果 に よ る と 考 え 、6一 賦 ⊥TTXと 推 定 し た 。
CH2-11(δ3.74)を 照 射 し てNOEを 測 定 す る と 、H-4a,H-8
に 各 々 、10,8凱10.3鬼 のNOEが 観 測 さ れ 、 ま た 、H-4a(δ
4.17)を 照 射 す る とCH2-11に2.8弩 のNOEが 観 測 さ れ た こ と
か ら も 推 定 構 造 が 裏 づ け ら れ た(Fig.4)。Bは 分 子 式 か ら
TTXのmonodeoxy体 で あ る こ と が 考 え ら れ 、 ま た 、 ス ピ ン
系 はTTXと 一 致 し て い る こ と が 示 さ れ た 。TTXのCH2-11の
シ グ ナ ル の 代 わ り に δ25.1(13C),1.64(1H)にCH3の シ グ
ナ ル が 示 さ れ(he皿ilacta1型)、 ま たC-5,C-7が3.7,3.9
pp田 低 磁 場 に 、C-6,H-5,H-7が2.4,0.17,0.17pp皿 高 磁 場
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シ フ ト し て い てTTXの11-CH20HがCH3に 還 元 し た た め と 考
え ら れ た の で 、Bは11-deoxyTTXで あ る と 推 定 し た 。TTX
と 同 様 にCH3-11とH-4a間 にNOEが 観 測 さ れ な か っ た の で6
位 の 立 体 はTTXと 同 じS型 で あ る と 推 定 し た 。6一 鯉 ユTTXと
11-deoxyTTX(Fig.5)はNOESYで 飽 和 移 動 が 示 さ れ 、TTXと
同 様 にhemilactal型 と10,7-1actone型 の 平 衡 混 合 物 と し
て 存 在 す る こ と が 示 さ れ 、 そ の 比 は4駕CD3COOD/D20中 で そ
れ ぞ れ6:4,713で あ っ た 。3種 の 微 量 成 分 で あ るC,D,
Eは 既 知 のTTX同 族 体 の1HNHRス ペ ク ト ル デ ー タ(Table
4)と 比 較 し 、 各 々 、4,9-anhydro-6一 旦_p_エTTX,11-deoxy-
4一 亜TTX,4,9-anhydro-11-deoxyTTXと 帰 属 し た 。
2)そ の 後 フ グ か ら 発 見 ざ れ た11-norTTX-6(R)一 〇1(g)を
含 め たTTXの 同 族 体 よ～ 隻(Fig.1)を 分 析 す る た め 、 従 来 の
TTX分 析 装 置 の 分 析 条 件 を 改 良 し た 。TTX群,6一 並 ユ7TX群
と11-norTTX-6(R)一 〇1は 同 時 に 分 析 で き る が 、11-deoxy-
TTX群 に は 別 の 条 件 を 設 定 し た(Table5,Fig.6,7)。
TTX,6坦 』ユTTX,11-deoxyTTX,11-norTTX-6(R)一 〇1の 検 出
限 界 は 各 々10.6ng,1.2ng,20.4ng,12.6ngで あ っ た 。
3)改 良 型 分 析 装 置 を 用 い て 、 イ モ リ9種 に つ い てTTX,
6一鯉 ユTTX,11-deoxyTTXの 分 布 を 調 べ 、TTXが 全 種 か ら 、
6一皇』ユTTXが6種 か ら 、11-deoxyTTXが5種 か ら 検 出 さ れ た
(Table6)。 シ リ ケ ン イ モ リ の 各 組 織 中 の 毒 の 含 量 を 比 較
す る と 雄 で は 皮 、 雌 で は 皮 と 卵 巣 に 毒 が 集 中 し て い た
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(Table7),
4)そ の 後 、 ク サ フ グ か ら も6一 旦」≧ユTTXや11-deoxyTTXが 単
離 、 同 定 さ れ 、6一 範TTXや11-deoxyTTXがTTXの 普 遍 的 代
謝 物 で あ る こ と が 示 さ れ 、 そ の 構 造 か ら 生 合 成 経 路 を 考
察 し た 。1,2,3,4,4a,8a,9,10位 を 構 成 す る ア ル ギ
ニ ン と 、 残 り5,6,7,8,11位 を 構 成 す る の 炭 素5っ の 化 合
物(C5ユ ニ ヅ ト)か ら な る と 考 え 、6位 の エ ビ 体 の 存 在 が 明
か に な っ た の で 、C5ユ ニ ッ ト と し て は6位 にsp2炭 素 を 置
く こ と が で き る イ ソ プ レ ン ユ ニ ッ ト を 当 て は め 、 ア ル ギ
ニ ン と 縮 合 後 に 酸 化 ま た は 水 が 付 加 し てTTX,6一 鯉 ユTTX,
11-deoxy-TTXが 生 成 す る 仮 .説 を 立 て た(Fig.8)。
第 三 章chiriquitoxin(CHTX)の 構 造
1)コ ス タ リ カ 産 の 矢 毒 蛙Atelopschiriquiensisの 皮
100gか ら 約6mgのCHTX(ro)と1田gのTTXを 単 離 し 、
物 理 化 学 的 性 状 を 調 べ た(Table2)。 高 分 解 能FABMSか ら
分 子 式C13H2901日N4が 得 ら れ 、 ニ ン ヒ ド リ ン で 陽 性 で あ る
の で 一NH2の 存 在 が 考 え ら れ 、FT-IRス ペ ク ト ル(Fig.9
)で グ ア ニ ジ ウ ム 基(1667cm幽1)、COOH(1740cr1,+HC1)の
存 在 が 示 さ れ た 。 各 種NHRス ペ ク ト ル を 測 定 し て シ グ ナ ル
を 帰 属 し(Table8)、TTXの ス ペ ク ト ル と 比 較 す るH-4/H-
4a,H-5/H-7,H-7/H-8,H-4a/H-9の ス ピ ン 系 はHXと 一 致
し て(Fig.10)、13CNHRス ペ ク ト ル もTTXと 類 似 し て い た。
し か し 、TTXのCH2-11の シ グ ナ ル が 現 れ ず 、 新 た にCOOH
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(δ174.1)と2つ のCHの シ グ ナ ル δ58.0,70.3(13C),
δ4.27,4.90CH)が 現 れ 、 そ の1Hど う し が1.8Hzで カ ツ プ
リ ン グ し て い た 。 こ れ ら の デ ー タ か ら 、CHTXはTTXの11-
CH20HがCH(OH)CH(NH2)COOHま た はCH(NH2)CH(OH)COOHに 変
化 し た 構 造 を も っ と 考 え ら れ た 。CHTXを1ZCF3COOD,4Z
CD3COOD/D20中 で 測 定 し た1HNHRス ペ ク ト ル の ケ ミ カ ル シ
フ ト(δ 値)をD20中 で 測 定 し た 場 合 の δ 値 と 比 較 す る と(
Table8)、 曜(NH2)に 帰 属 さ れ る δ4.27の シ グ ナ ル が
0.12PP田低 磁 場 シ フ ト し た が 、 他 の シ ・グ ナ ル の シ フ ト は
0.04ppm以 下 で あ っ た の で 、6位 の 置 換 基 め 構 造 を
C翼(NH2)がCOOHに 隣 接 す るCH(OH)CH(NH2)COOHと 推 定 し た 。
2)CHTXを 当 モ ル の 過 ヨ ヴ 素 酸 で 分 解 す る とTTXの 過 ヨ ウ
素 酸 分 解 物 と 同 じ 、11-norTTX-6,6-dio1を 生 成 す る こ と
が 高 分 解 能FABHSで 示 さ れ 、CHTXがTTXと 同 じ 骨 格 構 造 で 、
6,11-dio1構 造 を 持 っ こ と が 確 か め ら れ た(Fig.11)。
3)ま た 、CHTXを 強 酸 中 ・で 保 存 す る とCHTX-13,6-
1actoneを 形 成 す る こ と がFT-IRス ペ ク ト ル の1800cガ1
(+HC1)の 吸 収 やNHRス ペ ク ト ル 解 析 の 結 果(Fig.12,
Table8)示 さ れ 、he田ilacta1型 の 互 変 異 性 体 で あ る
10,7-1actoneの 存 在 は 示 さ れ な か っ た 。CHTX-13,6-
1actoneを1ZCF3COOD,4器CD3COOD/D20中 に さ ら に 放 置 す る
と 、H-12が 溶 媒 中 のDと 交 換 す る こ と がNMRス ペ ク ト ル 及
びFABHSで 示 さ れ た 。1actone環 を 開 環 し てD化 前 の ス ペ ク
ー147一
ト ル と 比 較 し て(Fig。13)、
れ る こ と を 確 認 し た の で 、
持 ざ れ た 。,
D化 す る1HがC旦(NH2)に 帰'属 さ
CH(OH)CH(NH2)COOHの 構 造 が 支
4).6,11,12位 の 立 体 に つ い て 調 べ る た め にCHTX-13,6-
1actoneのNOE差 ス ペ ク ト ル を 測 定 す る と 、H-4aやH-8と
H-11の 間 にNOEが 観 測 さ れ な か っ た の で 、6位 はS型 と 考
え ら れ 、H-7を 照 射 す る とH-11,H-12の 両 方 にNOEが 観 測
さ れ,H-5を 照 射 し て も 両1HにNOEが 観 測 さ れ な か っ た の
で(Fig.14),11(星),12(亀)で あ る と 推 定 し た 。
総 括
フ グ 腸 内 及 び 皮 膚 付 着 細 菌 にTTX生 産 能 が 示 さ れ 、 フ グ
の 賀Xの 起 源 が 細 菌 で あ る こ と が 示 唆 さ れ た 。 シ リ ケ ン イ
モ リ か ら 新 た に6一 亜TTXと11-deoxyTTXと そ の エ ビ 体 、
4,9-anhydro体 を 単 離 、 構 造 決 定 し 、 既 知 同 族 体 も 含 め て
9成 分 を 分 析 で き る よ うTTX分 析 装 置 を 改 良 し た 。6一 艇 一
丁アXと11-deoxyTTXはTTX含 有 生 物 に 広 く 分 布 す る こ と が わ
か り 、TTXめ 普 遍 的 な 代 謝 物 で あ る と 考 え ら れ 、 そ の 構 造
か ら ア ル ギ ン ニ ン と イ ソ プ レ ン ユ ニ ッ ト が 縮 合 し た 生 合
成 経 路 と 酸 化 的 代 謝 経 路 を 仮 定 し た 。 矢 毒 ガ ェ ル
Atelopschiriquiensis .に 存 在 す るcbiriquitoΣin(CHTX)
はTTXの11-CH20HがC班(OH)CH(NH2)COOHに 変 化 し て い る 構
造 を も っ と 推 定 し た 。6一 血TTX,11-deoxy7TX,CHTXは 全
てTTXの6位 の 変 化 し た 同 族 体 で あ り 、 そ れ ら の マ ウ ス 毒
一148一
性 はTTXの2/3～1/7で 、 と も にNa,
用 す る こ と が 示 唆 さ れ た(C.Y.Kao
K両 チ ャ ン ネ ル と に 作
私 信)の で 、 6位 の 構
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審 査 結 果 の 要 旨
フグ毒 テ トロ ドトキシンに よる食中毒は致命率が高 く,わ が国で発生す る全食中毒 死者数 の50
-8D%を占めてい る。近年,フ グの消費量 ば増 大の一途 にあ り,従 来 は食用の対象 と見な され な
かった種類の フグや,輸 入種にまで消費が拡大 している。 したが って,フ グ関連食品の安全性 を
確保す ることは極めて重要である。 フグ中のテ トロ ドトキシ ン含量には著 しい個 体差 や地域差が
あ り,テ トロ ドトキ シソの起 源や生台成経路 が不明な こととあいまって毒性の予測が困難 であっ
た。 また,毒 性の検出や定量の手段 もマ ウス致死時 間測定法 を使用 してお り,実 験 動物 の入手管
理や,精 度等に問題 があ った。
本研究では,ま ず,テ トPド トキシ ソの起源追及 に着手 し,フ グ消化管 と皮膚か ら分離 した細
菌がテ トロ ドトキ シンを生産 する事実 を,HPLC,TLC,GC-MS等 の各種の分析学 的手法 を駆
使 して証明 した。 この ことに よって,フ グ中のテ トロ ドトキシンが外因性の起源 を有 することが
明 らかにな り,毒 性 の個体差 や地域差 を説 明す るこ とが できた。
ついで,テ トロ ドトキ シンの生合成や代謝経路を天然同族体の面か ら追究 した。蛍光 一HPLC
分析に よる予備調査 の結果,同 族体 の存在 の可能性 のもっとも高か ったシ リケ ンイモ リを試料 と
して,7種 の同族体 を単離 し,最 新の分光学的手法を駆使 して構造 を決定 した。 中でも,11一デ
オキ シ体,6一 エ ビ体 ぽ,テ トロ,ドトキシンの生台成経路が アルギニ ンとイ ソプ レ.ンユニ ッ トを
出発 とする ことを示駿す る重要な化合物で あった。 さらに,中 米産 の矢毒蛙 から14年前に発見 さ
れたテ トロ ドトキシ ン同族体 で,生 理学上重要 な試薬であ る構造 不 明毒 チ リキ トキ シ ンを単 離
し,NMR主 体 とす る分光学 的手 法 と化学反応 に よって,構 造を決定 した。
以上 の成果ば,毒 の起源 と分析法を確立 して食品衛生の面で貢献 した ばか りでな く,新 奇同族
体 の発見や分光学的 な手法に よる構造決定の点で天然物化 学の面 でも高 く評価 され る。 さらに,
これ らの新奇同族体は,Naチ ャンネルの構造 と機能を解析す る上で も貴重 な試薬 とな る ことが
立証 され てお り,生 化学,生 理学,薬 理学等の広 い分野に貢献す る と予想 され る。 よって本論文
を農学博士号授与に値す るものであ ると判定 した。
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